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RESUMEN 
Durante la extracción de carbón en minas a cielo abierto se generan grandes cantidades de 
carbones de bajo rango (CBR) que no es utilizado comercialmente. Existe evidencia de que 
estos carbones pueden ser transformados por hongos y bacterias, para generar productos 
solubles de interés biotecnológico y agrícola. En el presente trabajo se recolectaron los 
carpóforos de hongos basidiomicetos en dos áreas conservadas de bosque seco tropical; se 
logró obtener cultivos in vitro para diez de los especímenes colectados, tres de estos crecieron 
en un medio de cultivo con CBR utilizando este material como fuente de carbono y energía. Se 
observó la biosolubilización de dos tipos de CBR de diferente grado evolutivo, con producción 
de gotas de un líquido viscoso de color marrón oscuro. Cuatro cepas fúngicas  
depolimerizaron las sustancias húmicas (SH) obtenidas previamente del CBR mediante el 
método clásico de extracción alcalina con NaOH, la depolimerización se observó tanto en 
medio sólido como líquido, una cepa del hongo Trametes sp. presentó la mayor actividad al 
depolimerizar el 71% de las SH contenidas en el medio. Con este trabajo se demostró la 
existencia de hongos basidiomicetos nativos, promisorios para el desarrollo de nuevas 
tecnologías relacionadas con la biotransformación de carbón y la obtención de productos 
solubles a partir de estos.  
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ABSTRACT 
During the explotation of coal in open pit mines generate high amounts of low-rank coals 
(LRC) that are not used. There is evidence that these coals can be biotransformed by 
microorganisms such as fungi and bacteria to soluble products of biotechnology and 
agricultural interest including humic substances (HS). Were collected twenty-nine 
basidiomycete fungi from two tropical dry forests, cultures in vitro of ten specimens were 
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obtained of which three grew up in a culture medium with LRC indicating that they were able 
to use it as sole carbon source. Biosolubilization two types of LRC differentiated by their color 
and hardness was evidenced through the production of dark brown drops. Four strains 
depolymerized HS extracted from LRC, in solid and liquid media, where a strain of Trametes 
sp. showed the highest activity, depolymerizing 71% of HS. This research demostrated the 
existence of native basidiomycete fungi, promising in new biotechnological applications 
related to the LRC biotransformation and the soluble products obtained. 
 
Keywords: depolimerization, biosolubilization, humic substances, Trametes. 
 
1. INTRODUCCION 
El carbón es una de las fuentes de 
energía más importantes del mundo, 
con este material se produce casi el 
40% de la electricidad mundial. 
Colombia es el país con mayores 
reservas de carbón en América Latina, 
cuenta con recursos potenciales de 
16.992 millones de toneladas, además 
es el sexto exportador a nivel mundial, 
con una participación de 6,3%. La 
empresa Carbones del Cerrejón 
Limited, localizada en el departamento 
de La Guajira, es una de las mayores 
operaciones de carbón de exportación 
en el mundo (Cerrejón, 2010).  
En las minas a cielo abierto se obtienen 
carbón de diferentes calidades, según 
el poder calorífico y rango evolutivo. 
Dentro de los carbones de bajo rango 
(CBR) se encuentran los carbones 
subbituminosos y el lignito, estos 
presentan bajo poder calorífico y 
tienen menor importancia económica 
por lo cual en muchas minas de carbón 
son acumulados como un residuo 
(Instituto Mundial del Carbón, 2005). 
Recientemente se han evaluado 
diferentes alternativas para el 
aprovechamiento de los CBR, 
principalmente para la obtención de 
nuevos combustibles por medio de 
procesos de transformación química y 
térmica (licuefacción, pirolisis, 
gasificación), sin embargo, estos 
procesos requieren de condiciones de 
temperatura y presión elevadas, lo que 
representa costos de producción muy 
altos (Fakoussa y Hofrichter, 1999).  
Frente a esta panorámica, desde 1981 
se ha estudiado la conversión biológica 
del carbón por acción de 
microorganismos con capacidad de 
utilizarlo como un sustrato para su 
crecimiento.  Esta vía ha sido 
considerada como una alternativa 
potencial en la utilización del CBR, con 
miras a generar productos con 
diferentes aplicaciones, por ejemplo, la 
obtención de combustibles líquidos, 
moléculas para síntesis química y la 
producción de SH que pueden ser 
utilizadas como enmiendas orgánicas 
para el suelo (Valero, 2011) .  








Fakoussa (1981) fue el primero en 
demostrar que ciertos hongos y 
bacterias pueden metabolizar el 
carbón, posteriormente Cohen y 
Gabriele (1982) recuperaron los 
productos líquidos solubles  obtenidos 
a partir del carbón por acción fúngica, 
desde entonces se han demostrado 
diferentes mecanismos de 
solubilización del carbón  por diversos 
géneros de hongos como Penicillum, 
Paecilomyces, Trametes, Phanerochaete, 
Poria, Trichoderma,  entre otros 
(Hofrichter et al, 1997; Laborda et al, 
1997; Pokorný et al. 2005).  El 
fundamento de la biosolubilización del 
carbón está basado en la actividad de 
los microorganismos ligninolíticos, que 
pueden actuar sobre el carbón dado 
que su estructura química es semejante 
a la de la lignina (Valero et al, 2010). 
Las sustancias húmicas (SH) son 
agrupaciones supramoleculares 
resultantes del autoensamblaje de 
moléculas heterogéneas y 
relativamente pequeñas derivadas de 
la degradación de restos de materiales 
biológicos, estas asociaciones 
supramoleculares se estabilizan por 
puentes de hidrógeno y débiles uniones 
hidrófobicas  como las fuerzas de Van 
der Waals, π-π, y CH-π (Piccolo, 2002). 
Las SH son componentes normales de 
la macroestructura del carbón, su 
concentración es mayor en CBR y 
alcanzan hasta un 60% (Senesi et al, 
1996; Chassapis et al, 2008) las SH son 
los principales productos de la 
solubilización microbiana del carbón 
(Valero, 2010) 
En Colombia recientemente se 
describió la capacidad  
biotransformadora de CBR  por  
bacterias y hongos filamentosos 
nativos de la región de la Guajira, 
aislados  a partir de microhábitats 
expuestos a residuos de carbón 
procedente de la actividad minera, 
(Salas, 2010; Valero et al., 2011). 
 
El propósito del presente trabajo fue 
obtener cultivos de hongos 
basidiomicetos presentes en áreas de 
bosque seco tropical, perteneciente a la 
misma  zona bioclimática donde se 
encuentra localizada la mina El 
Cerrejón en el departamento de La 
Guajira, lo anterior con el fin de 
describir la capacidad para transformar 
CBR generado en la misma mina, y 
realizar una selección de cepas 
promisorias que posteriormente 
puedan ser utilizadas en la 
biotransformación de CBR colombiano, 
de esta manera aportar bases para 
continuar estudios que a futuro 
contribuyan a la generación de una 
tecnología nacional para el 
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2. MATERIALES Y METODOS 
 
Obtención del micelio de los hongos 
basidiomicetos in vitro. 
Se colectaron muestras en una reserva 
ecológica conocida como la “Escuela 
Ambiental” en la ciudad de Valledupar 
(Cesar) y en un relicto de bosque 
conservado contiguo a la mina “El 
Cerrejón”. Las estructuras reproductivas 
de los hongos recolectados se lavaron con 
abundante agua destilada y se 
desinfectaron con una solución de 
hipoclorito de sodio al 1%. Luego se 
colocaron en cajas de petri con medio Agar 
Extracto de Malta (AEM) (Oxoid Ltda, 
Basingstoke UK) y se incubaron a 
temperatura ambiente hasta observar 
crecimiento de micelio de color blanco 
algodonoso (González, 2009), mediante 
observaciones microscópicas se determinó 
la pureza del cultivo. 
 
Crecimiento de hongos basidiomicetos 
en Agar Carbón y Agar Carbón Sacarosa. 
Cultivos de los hongos obtenidos, con ocho 
días de crecimiento en AEM se inocularon 
en dos medios de cultivo, Agar Carbón (AC) 
que contiene CBR en polvo al 5% cómo 
única fuente de carbono, y Agar Carbón, 
suplementado con sacarosa al 1% (ACS) 
(Salas, 2010). Las cajas inoculadas se 
incubaron a temperatura ambiente por 15 
días o hasta observar crecimiento de 
micelio de color blanco (Cohen y Gabriele, 
1982). 
 
Solubilización de CBR por hongos 
basidiomicetos en medio sólido. 
Se inoculó el micelio de los hongos 
purificados en cajas de petri con AEM,  se 
incubaron a 30 °C ±2 por ocho días. Luego 
sobre el micelio crecido en cada una de las 
cajas se colocaron 3 fragmentos estériles 
de 4 mm de díámetro, de tres tipos de CBR 
denominados CBR1, CBR2 y CBR3, el CBR1 
es un carbón de bajo rango de color café, 
terroso y blando, el CBR2 es un carbón de 
bajo rango tipo lignito  y el CBR3 es un 
carbón tipo lignito pero con mayor grado 
de dureza. Todas las cajas se incubaron a 
temperatura ambiente hasta observar 
producción de gotas de un líquido viscoso 
de color marrón oscuro alrededor de las 
partículas de CBR, evidencia del proceso de 
solubilización (Cohen y Gabriele, 1982). 
 
Prueba de Depolimerización de SH  
Inicialmente se realizó una prueba 
cualitativa en medio sólido, para ello se 
inoculó el micelio de los hongos sobre 
placas de Agar Sabouraud (Merck®, 
Darmstadt), suplementado con extracto de 
sustancias húmicas (SH) al 5% y 10%, las 
SH fueron  previamente extraídas a partir 
del CBR mediante el método químico 
clásico, utilizando una solución de NaOH 
0,5M durante 24 horas a 60°C, en una 
relación 1/10 de CBR vs Solución 
extractora (Sharif, 2002). Los cultivos se 
incubaron a temperatura de 30±2 °C por 
30 días; como variable respuesta se 
observó el grado de decoloración del 
medio (paso de coloración marrón oscuro 
a tonalidades más claras), esta 
decoloración indica la depolimerización de 
las SH contenidas en el extracto (Ralph y 
Catcheside, 1994).  
Posteriormente se realizó una prueba de 
depolimerización cuantitativa en medio 
líquido,  para ello se seleccionaron las 
cinco cepas fúngicas que presentaron 
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mayor actividad en la prueba cualitativa y 
se inocularon  por triplicado en frascos con 
150 ml de caldo Sabouraud glucosa y caldo 
Sabouraud glucosa con  adición de SH al 5 
y 10%. Todos los tubos se incubaron  a 
30±2 °C por 30 días, sin agitación; 
transcurrido este tiempo los cultivos se 
centrifugaron a 10.000  rpm por 15 
minutos y los sobrenadantes obtenidos se 
filtraron en papel de filtro Watman N° 40; 
finalmente se determinó la absorbancia de 
los filtrados a 465 nm, con base en  esta 
lectura se calculó la concentración de las 
SH remanentes en el medio, para ello se 
realizó un análisis de regresión lineal 
utilizando una  curva de interpolación 
construida con concentraciones conocidas 
de SH obtenidas previamente; se 
determinó la ocurrencia del fenómeno de 
depolimerización cuando la concentración 
final de sustancias con absorbancia a 465 
nm es menor que la concentración en el 
tratamiento control sin presencia de 
inóculo fúngico.  
3. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
De un total de 29 hongos basidiomicetos 
recolectados en campo se logró obtener 
cultivos in vitro de diez especímenes; todos 
los hongos basidiomicetos que lograron 
ser cultivados se encontraron sobre restos 
de troncos en descomposición, este es un 
sustrato favorable para su desarrollo, pues 
la madera contiene en promedio 50% de 
celulosa, 25% de lignina y 25% de 
hemicelulosa (Fonseca, 2006), estas 
moléculas complejas condicionan a los 
hongos a activar su metabolismo para 
producir las enzimas ligninolíticas 
necesarias para degradar los restos 
vegetales y obtener moléculas de bajo peso 
molecular para su nutrición. Teniendo en 
cuenta lo anterior, es probable que la 
transición de un sustrato natural complejo 
y en las condiciones ambientales en las que 
se encontraban inicialmente los hongos, a 
un medio sintético con una fuente 
nutricional menos compleja, condicionara 
a los hongos a regresar a su metabolismo 
primario; y de esta manera no se favoreció 
el crecimiento de la mayoría de los hongos 
recolectados. En la figura 1 se observan las 
características del micelio de los hongos 
cultivados in vitro, indicando el lugar 
donde fueron recolectados y las especies 
identificadas. 
De los 10 hongos cultivados en AEM,  seis 
presentaron la capacidad de crecer al ser 
cultivados en ACS (Pleurotus sp, Trametes 
sp. 1, Trametes sp. 2, EA015, EA4042, 
SC00113), tres de estos también 
presentaron la capacidad de crecer en AC 
(EA015, Pleurotus sp. y Trametes sp.1). 
teniendo en cuenta que fueron colectados 
sobre trozos de madera en 
descomposición, este resultado indica que 
posiblemente se trata de hongos  con 
capacidad para producir enzimas 
ligninolíticas y utilizar el CBR como 
sustrato a través de la actividad  de estas 
enzimas, dada la similitud en la estructura 
química del CBR y la lignina presente en 
los sustratos naturales de estos hongos; la 
biotransformación del carbón por hongos 
basidiomicetos a través de la actividad de 
enzimas ligninolíticas como la 
manganesoperoxidasa, la 
ligninoperoxidasa y lacasas ha sido sido 
descrito previamente por Hofrichter y 
Fakoussa (2001). En la Figura 2 se 
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compara el crecimiento de la cepa EA015 
en AC y ACS, con respecto al control.  
El crecimiento de los hongos fue mayor en 
el medio ACS debido a la presencia de una 
fuete adicional de carbono además del 
CBR, los hongos utilizan inicialmente la 
sacarosa como fuente primaria de carbono, 
debido a su crecimiento diauxico es muy 
probable que continuaran empleando 
alternativamente el CBR como fuente de 
nutrientes y energía; se puede sugerir que 
la sacarosa en el ACS tuvo un efecto 
inductor en el crecimiento de los hongos 
en este medio; en comparación, en el 
medio AC el crecimiento fue escaso, 
aunque demuestra la capacidad de los 
hongos para utilizar el CBR como única 
fuente orgánica. 
Solubilización de CBR en medio solido. 
Los cultivos de los hongos Trametes sp. 1, 
EA015, EA4042 y la cepa de referencia 
Trametes versicolor ATCC 12679 utilizada 
como control positivo  exhibieron la 
producción de gotas oscuras de un liquido 
viscoso alrededor de las partículas de 
CBR1 (figura 3). Este comportamiento ha 
sido reportado previamente por Cohen y 
Gabriele (1982); Pyne et al. (1987) y Cohen 
et al. (1990). Las cepas EA015 y Trametes 
sp. 1 además solubilizaron partículas de 
CBR2. 
La liberación de los productos solubles se 
observó en mayor cantidad sobre las 
partículas de CBR1 y CBR2 que sobre el 
CBR3. Este hecho puede estar relacionado 
con el grado de carbonificación de los 
carbones empleados para este ensayo, 
debido a que a menor grado presenta 
menor carbonificación, la estructura 
química es menos condensada, presenta 
mayor cantidad de grupos carboxilos e 
hidroxilos;  lo que facilita el ataque fúngico 
a través de la producción de sustancias 
alcalina y/o enzimas hidrolíticas 
(Fakoussa, 1994) 
  
Depolimerización de SH extraídas de 
CBR. 
Mediante  el ensayo de depolimerización 
en medio sólido se observó un alto grado 
de  decoloración del medio, indicando que 
hubo depolimerización de las SH, la cepa 
EA015 exhibió la mayor actividad (figura 
4), este fenómeno concuerda con lo 
descrito previamente en ensayos similares 
utilizando diferentes hongos 
basidiomicetes  (Hofrichter y Fritsche, 
1997; Fakoussa y Frost, 1999).  
Utilizando una concentración del 5% de 
SH, las cepas EA015, EA4042 y Trametes 
sp.  presentaron mayor actividad 
depolimerizadora, mientras que  al 10% 
únicamente las cepas EA015 y Trametes sp. 
exhibieron una actividad moderada, 
evidenciada por la decoloración parcial del 
medio. Se presume que estos hongos 
fueron capaces de expresar enzimas 
oxidativas que actuaron de manera 
inespecífica sobre la estructura de carácter 
aromático de los extractos húmicos 
presentes en el medio, causando el clivaje 
de enlaces de las supramoléculas, con la 
consecuente reducción de su peso 
molecular; esto probablemente da origen a 
la formación de nuevos compuestos de 
menor peso molecular (entre ellos los 
ácidos fúlvicos), ocasionando un 
aclaramiento del medio. Probablemente a 
la concentración del 10% de SH la 
actividad fue menor debido al fenómeno de 




24 Revista Colombiana de Microbiología Tropical. Vol. 3 N° 1. Enero – Junio 2013.   
 
 
represión catabólica de las enzimas 
involucradas en el proceso,  o por la 
naturaleza recalcitrante de las SH, 
especialmente de los ácidos húmicos 
(Grinhut et al, 2007). Esto indica que la 
concentración y la naturaleza de las SH 
juegan un papel importante sobre la 
expresión enzimática ligninolítica de los 
hongos y su actividad depolimerizadora de 
CBR y SH, lo cual puede sugerir que en 
condiciones naturales se regula de esta 
manera. 
En medio líquido, el registro de la 
absorbancia a 465 nm indica que todas las 
cepas fueron capaces de depolimerizar las 
SH a una concentración del 5% a excepción 
de la cepa SC00113 como se puede 
observar en la Fig. 5a. Teniendo en cuenta 
que el valor de absorbancia obtenido del 
filtrado de SC00113 resultó mayor que el 
control se presume que este hongo llevo a 
cabo reacciones de repolimerización de las 
SH presentes en el medio, ó de moléculas 
de bajo peso molecular que probablemente 
se produjeron por reacciones iniciales de 
depolimerización, las cuales 
posteriormente se pudieron unir  por 
reacciones enzimáticas llevadas a cabo por 
enzimas como la manganeso peroxidasa, 
esté fenómeno ha sido descrito 
anteriormente y es considerado uno de los 
mecanismos de humificación de la materia 
orgánica, mediado principalmente por 
homngos ligninolíticos (Fakoussa y Frost, 
1999). 
Las dos especies de Trametes mostraron 
mayor actividad depolimerizadora con 
respecto al resto de las cepas, lo cual 
sugiere una mayor actividad por enzimas 
oxidativas ligninolíticas, comola lignino 
peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa 
(MnP) y algún tipo de lacasas,  estas 
enzimas son características de este tipo de 
hongos basidiomicetes y se previamente 
ha descrito ampliamente la capacidad de 
Trameters versicolor para biotransformar 
el carbón (Hofrichter et al, 1999).  
A partir del cálculo de la concentración de 
SH remanentes en el medio se determinó el 
porcentaje de SH depolimerizadas para 
cada cepa, el resultado se muestra en la 
figura 6. 
No se logró cuantificar la depolimerización 
de las SH en el medio  al 10%, debido a que 
en el tiempo de experimentación solo fue 
posible medir la absorbancia para los 
filtrados de las cepas EA4042 y SC00113, 
las dos cepas  presentaron valores 
mayores al control (Fig. 5b). Estos valores 
indican que estos hongos al igual que 
SC00113 en el medio con SH al 5% 
probablemente llevaron a cabo reacciones 




Por medio del conjunto de pruebas 
aplicadas, se logró obtener 5 aislamientos 
de hongos basidiomicetes con capacidad 
para solubilizar el  CBR y depolimerizar SH 
presentes en el carbón.  
Los aislamientos f EA015, Trametes sp.1 y 
Pleurotus sp. fueron capaces de  crecer en 
un medio mínimo empleando el CBR como 
única fuente de carbono y energía. 
El carbón de menor grado evolutivo 
(CBR1) fue el más suceptible a la 
solubilización por hongos, ocasionando la 
liberación de gotas viscosas de color 
oscuro, por parte de todas las cepas 
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empleadas en el ensayo.  
Se determinó cualitativa y 
cuantitativamente que las cepas EA015, 
Pleurotus sp, EA4042, Trametes sp. 1 y 
Trametes sp. 2 exhibieron una mayor 
actividad depolimerizadora de SH 
extraídas del CBR2, a una concentración 
del 5% posiblemente debido a la expresión 
de enzimas oxidativas involucradas en la 
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a)   b)  c)  d)  
e)  f)  g)  h)  
i)   j)  
Figura 1. cultivos in vitro de hongos basidiomicetos recolectados. a) EA003, Escuela 
Ambiental, Schizophyllum sp. 1. b) EA006, Escuela Ambiental, No identificado. c) EA007, 
Escuela Ambiental, Schizophyllum sp. 2. d) EA015, Escuela Ambiental, No identificado.  e) 
EA019, Escuela Ambiental, No identificado.  f) EA4039, Escuela Ambiental, Pleurotus sp. g) 
EA4042, Escuela Ambiental, No identificado. h) EA4043, Escuela Ambiental, Trametes sp. 1 i) 
SC00113, Bosque aledaño a la Mina Cerrejón, No identificado.  j) SC00117, Bosque aledaño a 









Figura 2. Comparación del crecimiento de la cepa EA015 en AC y ACS. En el medio AC el 
hongo utiliza el CBR como única fuente de carbono y energía para su desarrollo. 
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Figura 3. Solubilización de CBR con producción de gotas de color marrón oscuro 
correspondientes a productos solubles en agua. Nótese que el micelio del hongo recubrió 
totalmente algunas de las piezas de carbón. 
 
 
a)            b)  
Figura 4. Decoloración del medio de cultivo con SH por parte de la cepa EA015, como 
evidencia de la depolimerización de SH al 5% en caja de petri (a) y 10% en tubo con medio 




Fig. 5. Absorbancia a 465 nm en medios de cultivo líquidos con SH tras ser sometidos a la 
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Fig. 6 Porcentaje de SH depolimerizadas en medio liquido  con SH al 5%.  
 
 
